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RESUMEN

El Propranolol es un agente [3- bloqueador que ha demostrado ser unc de
los fannacos mas efectivos en la disminucidn del tamafo del infarto. En el presente
estudio se determind el efecto del propranclol sobre los cambios esiructurales y
ultraestructurales en el infarto al miocardio inducido mediante la oclusion de la arteria
coronaria descendenta anterior izquierda en la rata. Se emplearon 3 grupoes de ratas
Wistar macho de 8 a 10 semanas de edad. el grupo 1 sin oclusién | el grupo 2 con
oclusién mas administracion del vehicule -S.S F- (no tratado) y el grupo 3 con oclusidn
mas administracion de! propranolol -1mg/kg LM .- (ratado). La administracién se realizé
30 minutos antas de la oclusién. A las cuatro horas postoclusion, los corazones de los
tres grupos se trataron por técnicas convencicnales de microscopia dptica y electronica.
Las observacionss por microscopia éptica muestran cambios estructurales como son
necrosis coagulativa, pérdida de estriaciones, areas con infilracion de células
inflamatorias, hemorragia y congeslion. Las observaciones por microscopia electronica
muestran cambios ultraestructurales en el nicleo, mitocondrias y sarcémeros. Los
resultados del andlisis morfométrico muestran que el nimero de mitocondrias por 100p?
no muestran diferencias significativas entre los tres grupos. La relacion de volumen de
las mitocondnas tio presenta diferencias significativas  entre los grupos no tratadoe
(25.44+1.33%) y tratado (23.19+1.67%), pero ambos nuestran diferencia significativa
con e} grupo sin oclusién (11.04+3.89%) (p<0.01). £l porcentaje de mitocondrias que no
presentaron dafno en su estructura (grado 0) es de §9.29% en el grupo sin oclusidn, de
71.3% en el grupo tratado y de 30.12% en el grupo no tratado. El porcentaje de
mitocondrias que presentaron hinchamiento, pérdida de densided de la matniz y
separacion de crestas (grado 1) es de 0.71% en el grupo sin oclusidn, de 27.18% en el
grupo tratado y de 51.78% en el grupo no tratado. En tanto que el porcentaje de
mitocondrias con lisis (grado 2) es de 18.08% para el grupo no tratado , el grupo tratado
Gnicamente presents un porcentaje de 1.53% de mitocondrias con lisis y en el grupo
sin oclusién no se presentaron mitocondrias con este grado de dafo . El porcentaje de
nticleos que presentaron acumulacién y marginacién de la cromatina es de 87.1% para
el grupo tratado, 100% para el grupo no tratado y el grupo sin oclusion no presentd
nucleos con estas caracterfsticas, La longitud de los sarcémeros en p. no muestran
diferencias significativas entre los tres grupos.

El presente trabajo nos permile concluir que. 1. El modslo de infarte por
ligadura coronaria experimental nos permitio provocar dano isquémico a las 4 horas
postoclusién. 2. Las técnicas de microscopia dptica y electrdnica permitieron alcanzar el
objetivo general de este proyecto, que fué evaluar el efecta del propranclot sobra los
cambios morfoldgicos provocados. por el dafo isquémico. 3. El estudio a nivel
estructural pemnitio localizar la zona del infarto, su extension, y los cambios que ocurren
en esta asi como la capacidad del propranoicl para prevenir la extension del tejido
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lesionado. 4. A nivel ultraestructural se determind que la mitocondria es el organelo que
presenta mayor evidencia de dafo en un perfodo de 4 horas post oclusion de a arteria
coronaria descendente anterior izquierda. 5. La conservacién de la estructura
mitocondrial pueds ser un factor que evita el dafio irreversible en la célula miocardica. 6.
Con los resultades anteriores se confirma que el propranolol tiene un efecto protector
sobre el corazdn ya que previens la extensidn del tejido lesionado ademas de la
conservacion de la estructura mitocondrial.



1. INTRODUCCION



1.1 ANTECEDENTES

El nimero de muertes provocadas por enfermedades cardiovasculares en
palses desamollados como Estados Unidos, Canada, Austratia, Finlandia, Japdn, Suiza, talia y
Francia ha disminuido considerablemente durante las Ultimas décadas, particulamente, a partir
de los afios setentas esta tendencia se ha acelerado (Levy y col.; 1982). Esto es, en parte
atribuible a los grandes avances de la medicina cardiovascular que han pemitido el
descubrimiento y desarrollo de nuevos y mejores agentes para el tratamiento y. prevencién de
estas enfermedades, asi como también, al uso de técnicas quinirgicas y terapias mas agresivas

las que han incrementado el ndmero de pacientes que sobreviven a un ataque cardlaco.

Otros factores que han contribuido a incrementar esta tendencia son: la
reduccién en el consumo de ciganillos, el menor consumo de alimentos ricos en colesterol, la
sustitucién de grasas animales saturadas por poliinsaturadas en la alimentacion, una toma de
conciencia cada vez mayor de los beneficios de la reduccion de peso y del ejercicio fisico
regular. La importancia relativa de cada uno de estos factores atin no ha sido establecida.

(Bristol, 1986 )

El ﬁ\]mero de muertes provocadas por enfermedades cardiovasculares aun es
muy elevado y en paises como Estados Unidos, son causantes de més de un millén de muertes
anualmente, lo que constituye dos veces mas la montalidad asoclada con el céncer y diez veces
la ocasionada por accidentes (American Heart Association, 1985). A diferencia de los palses

industrializados donde la tendencia es hacia !a disminucion (Atters y col; 1991), los paises como
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México muestran un incremento de la tendencia hacia las enfermedades cardiovasculares
(Simons, 1986) . Un estudio publicado en 1989 por la revista Salud Pablica de México, coloca a
las enfermedades isquémicas del corazdn entre las primeras cinco causas de muerte

(Cavazos-Ortega, 1989).

En la (itima década, el niimero de pacientes que han ingresado a un hospital
por una falla cardiaca se ha triplicado y ésto ha creado la necesidad de desarmollar modelos

racionales de terapia que pemmitan salvar el mayor nimero de pacientes.



2. GENERALIDADES



2.1 ASPECTOS NORMALES DEL CORAZON

El corazén, porcidn notablemente especializada del sistema vascular,
impulsa la sangre por los vasos. Incluye cuatio camaras principales: dos auriculas,
fizquierda y derecha y dos ventriculos, derecho e izquierdo. Las venas cavas superior e
inferior fraen sangre corporal a la aurlcula derecha, sitio donde la sangre pasa al
ventriculo derecho. Del ventriculo derecho es impulsada a los pulmones, en donde se
lleva a cabo el intercambio gasecso, y vuelve al corazon por las venas pulmonares a la
aurfcula izquierda. De ésta pasa al ventriculo izquierdo, y de ahl la sangre es expulsada

al cuerpo por medio de la aorta y sus ramas (Ganong,1984).
2.1.1 lmigacién

El corazén recibe sangre por las dos arterias coronaras, y su drenaje
venoso se hace por las venas cardiacas. Las arterias coronarias nacen en los senos
situados detrds de las vatvas de la vélvula adrtica, en la raiz de la aorta. Por ello,
durante la sfstole estan de alguna manera protegidas del efecto Venturi producido por
el rdpido paso de la sangre en el intervalo de la contraccién sistélica. La mayor parte del

llenado de las arterias coronarias tiene lugar durante la didstole (Ganong,1984).

Desde el punto de vista funcional, las arterias coronarias derecha e

izquierda se comportan como arterias temminales, aunque anatémicamente existen



numerosas anastomosis intercoronarias en la mayorfa de los corazones nomales. La
rama descendente anterior de la arteria coronania izquierda imiga la mayor parte de la
punta del corazén, la superficie anterior del ventriculo izquierdo, el tercio contiguo de la
pared anterior del ventriculo derecho, y los dos tercios anteriores del tabique
interventricutar. En la mayor parte de los cases, la arteria coronaria derecha irviga el
resto de la superficie anterior del ventriculo derecho, fa cara posterior del mismo, la
mitad adyacente de la pared posterior del ventriculo izquierdo, y el tercio posterior del
tabique interventricutar. A cargo de la rama circunfleja de la arteria coronaria izquierda
queda sélo una pequena porcidn de la carga lateral del ventriculo izquierdo.Las
aurfculas estdn imigadas por ramas procedentes de las arterias del lado

comespondiente. (Ganong; 1984).

2.1.2 Histologia

Enla actualidad, la aplicacién de los métodos modemos de examen de la
morfologia cardiaca permite estudios muy precisos de tas caracteristicas anatémicas

microscdpicas del misculo cardiaco.

Bajo el microscopio dptico, las capas musculares estdn formadas por
células o fibras aisladas estriadas ramificadas denominadas miocitos, de una longitud
aproximada de 50-100u y un didmetro de 5-50u y que conservan la misma direccidn
dentro de un mismo haz. A su vez, la fibra muscular contiene muchlsimas hileras

paralelas de miofibrillas longitudinales, que recorren toda la longitud de la fibra. Cada



miofibrilla comprende varias unidades contréctiles basicas, o sarcdmeros, dispuestos
uno tras otro en linea recta. En determinados lugares puede encontrarse otra linea
cruzada diferente, a menudo altemando su posicion entre células vecinas, conocida
como el disco intercalar . Los miocitos muestran uno o dos nticteos en posicién central

{Anderson; 1981 y Soderman; 1984). (igura 2.1)

2.1.3 Ultraestructura

La aplicacion del microscopio electrénico en el estudio del corazén provee
informacion de gran interés en cuanto al funcionamiento noanal y anommal del miscuto
cardiaco. Por un lado, el microscopio electrénico ha pemitido conocer los principales
cambios que son producidos en la ultraestructura celular por procesos fisiolégicos y
patoldgicos; y por otro lado, las observaciones al microscopio electrénico han dado la
pauta para explicar los mecanismos de fendmenos celutares por medio de los detalles
intrincados de la fina estructura celular y especialmente por ta relacion geométrica que

existe entre varios tipos de membranas celulares (Page et al. 1973)

A. Sarcémeros y Miofilamentos. Los propios sarcdmeros presentan una
disposicion especifica basada en dos conjuntos superpuestos de mioflamentos da
protelnas contréictiles; los filamentos gruesos son moléculas de miosina, que a su vez
estédn compuestas de subunidades de meromiosina ligera y meromiosina pesada; y los
filamentos delgados moléculas de astina, tropomiosina y troporina Las interacciones

bioquimicas y bioflsicas en ciertos focos de estos dos filamentos de actina y de miosina



produce la contraccidn al proporcionarse una fuerza que se traduce por un
acottamientode las fibras musculares del corazén. Dentro de una fibra miocardica dada,
los sarcémeros de las miofibrillas vecinas se encuentran juntas unas a otras y sus
extremos coinciden de manera que la organizacién en bandas de las protelnas
contréctiles que contiene el sarcomero da a las fibras musculares en conjunto un

aspecto de estriacién transversa. Figura 2.1.

Las densidades opticas refativas de ias bandas transversales permiten
identificar el lugar ocupado por las proteinas contracliles en el sarcémero. Los
filamentos de miosina comesponden a la banda A ancha y obscura, cuya longitud no
cambia (sproximadamente 1.51 en la parte central del sarcémero). Las unidades
estacionarias de miosina quedan unidas con sus vecinas mediante enlaces que ocupan

el punto medio de los filamentos as( formado (linea M obscura). Figura 2.1y 5.3a.

Alrededor de las unidades de miosina se encuentran los filamentos
deslizantes de actina, también de longitud constante (1)), unidos en uno y otro extremo
del sarcémero a la banda Z obscura, que también une los sarcémeros adyacentes en
este lugar. A pa}ﬁr de la banda | clara, cuyas dimensiones son variables, los filamentos
de actina adoptan una direccién central, hasta quedar ampliamente cubiertos por la
estructura fija de miosina. En condiciones fisiolégicas, la longitud total del sarcémero
varfa durante el ciclo cardiaco entre 1.5 y 2.2, segtin el grado de relajacidn de las

fibras al final de la didstole, y también el grado de acortamiento durante la contraccién.
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inmediatamante por fuera de cada linea M se encuentra una banda H clara. Figura 2.1 y

S.3a.

B.Membrana Superficial. Cada fibra del miocardio esta cubierta por una
membrana llamada sarcolema, de ésta se deriva un disco intercalar y un sistema de
tibulos transversos Los discos intercalares se encuentran en las uniones
intercelulares, entre los sarcémeros terminales de la fibra; por 1o tanto conectan entre si
los extremos de las fibras. £n el miocardio ventricular, se observa una red transtubular
compleja, o sistema T, fonmado por invaginaciones profundas del sarcolema, a
intervalos frecuentes, que se proyectan verticalmente hacia el interior de cada célula a
partir de la superficie de la fibra. El disco intercalar y las membranas de los tibulos
transversos son vias de paso para |a transmision répida de los impulsos despolarizantes
que excitan eléctricamente las fibras vecinas y el sistema formado por membrana

intracelular y sarcomero contréactii.

E! sistema transtubular también amplia considerablemente el espatio
exftraceiular y le permite llegar a todas las regiones de la célula, de manera que el
transporte por fa membrana de cationes como sodio, potasio y calcio, el acoplamiento
excitacidncontraccién, asf como la relajacion, resulta ser un fendmeno répido en todas
las fibras del miocardio. Ademds, el sistema T suministra una via para la fécil entrada y
salida de metabolitos y otras sustancias entre el medio intersticial y el sarcoplasma;

constituye también una via de acceso para los farmacos utilizados por el cardidlogo.




C.Reticulo Sarcoplésmico. El sistema de tubulos T es completado
estructural y funcionalmente por un gran sistema intracelular de membranas tubulares,
flamado retlculo sarcopldsmico, que ayuda a fendémenos de acoplamiento
excitacién-contraccion y relajacidn mecdnica . El reticulo sarcopldsmico se encuentra
totalmente en el interior de las célufas, y su orentacion general es perpendicular al
sistema T, de manera que la estructura sarcotubular se dispone longitudinalmente en !a
regién de la banda A, a lo largo de las hileras de sarcémeros, con interconecciones
ramificadas mdiltiples. En los lugares donde entra en contacto con los tibutos T,enla
banda | lateral a un lado de la llhea Z, el reticulo sarcoplasmico presenta
ensanchamientos, las bolsas laterales entran en contacto con los discos intercalares y

el sarcolema .

De esta manera, la funcién del reticulo sarcoplasmico es la de transportar
y almacenar el calcio citoplasmatico durante el proceso de relajacion y de liberarlo
praviamente al proceso de contraccién muscular. (Sodeman y col, 1984 y Holguin y col
1985).

D.Mitocondrias. La mitocondria es el organelo que contiene los sistemas
bioquimicos aerobios de la fibra. Las mitocondrias, que se encuentran enbtre las
miofibrillas, son muy abundantes, en vista de las elevadas necesidades de oxigeno del
corazdn; constituyen aproximadamente el 30% de la masa de la célula cardiaca. Las
mitocondrias, situadas cerca de las bandas A y fa miosina ATPasa, son las plantas del

matabolismo energético donde se utilizan el oxigeno y los sustratos para producir ATP,
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Ultima fuente' de energia para la contraccion del miocardio y para otras reacciones

bioquimicas .

Morfologicamente, la mitocondria estd envuelta en una membrana, y a
partir de ésta nace hacia el interior invaginaciones en forma de crestas sobre las qﬁe
tienen lugar los fendmenos de desfosfortlacion oxidativa. Ademas, las membranas de la
mitocondria pueden acumular calcio, cuyo ion podria representar un amortiguador
intemo en caso de un aumento anormal del calcio sarcoplasmico durante la didstole

{Sodeman y col. 1984).

Tabla 2.1 Principales organelos de las cétulas miocardicas y sus funciones. (Page y
col. 1973)

e e

Composicldn do las céiulas mlocdrdicas de ventriculo lzquierdo en rata

Organalo Principales Funclones

Miofibrillas Conliaccién y relajacion

Mitocondrias Resplracién

Sistema T Transmision do sedales ekéctricas en la
superficio e interior de La célula

Sarcobibules Contiol de la contraccidn y relajacion
por la regulacion de la concentracidn de
calcio ionizado

Ci Al L de calkio y liberacion de
caicio lonizado

Reslo del rellcuio Coleccion de calclo desde el sarcopldsma

sarcolubular y relomo de asle hacia las cistermas
feminales

13



Contacto det re ticulo
on ol tubuko - T

Figura 2.1 Representacion esquemalica del miocardio donde se observa el sarcomero
de una banda z a otra. La mitocondjia, el reticulo sarcoplasmico, y los tibulos T también
se muestran en el esquema. (Bloom y col. 1969) (Fawcett y eol. 1969)



2.2 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Enfermedad cardiovascular es un témmino genérico que describe ia
inteelacién  entre diversos desérdenes clinices. Las principales enfermedades
cardiovasculares son: hipertension arterial, enfermedades coronarias y aterosclerosis. El
origen y evolucidn de esta enfermedad es multifactorial, ademés todas ellas se
interrelacionan unas con otras, y poseen factores de riesgo comunes que favorecen su
desamollo. (Ver Figura 2.2). Por ejemplo, la aterosclerosis contribuye con casi el 75% de
las muertes que por ataque cardiaco se producen anualmente. La hipertensién puede
promover el desarrollo de la aterosclerosis y ésta puede inducir a la hipertensién. Ambas
pueden contribuir al desanollo de enfermedades en las arterias coronarias y esto puede
progresar a una enfermedad coronatia més severa, falla cardiaca, y finalmente la muerte. '

(Bristol ; 1986)

2.3 MIOCARDIO ISQUEMICO

El problema fundamental en e! miocardio isquémico es un inadecuado fitjo
sangufneo en relacion a los requerimentos tisulares, de tal forma que se esta limitando el
aporte de oxigeno y los sustratos necesarios para mantener la funcién y la integridad del
tejido. La angina de pecho es el desorden mas comun, se inicia como un desbalance entre
el aporte y la demanda de oxigeno. Cuando la severidad y la duracién de la isquemia
alcanzan un nivel critico como el que ocure cuando se produce un dafho ireversible en el
tejido, el resultado es el infarto al miocardio {muerte de la parte afectada det miocardio). ST
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Flgura 2.2 Las enfermedades cardiovasculares y sus intemelaciones. Los circulos
destacan la naturatez multifactorial de las enfermedades cardiovasculares. En |a parte
inferior se muestran los factores de nesgo (Bristol, 1986)



la isquemnia persiste el drea de tejido danado pusede abarcar una gran porcidn del corazén.
Finalmente, se produce una falla cardiaca y posteriomente la muerte. Este es un ciclo
vicioso que se inicia con la obstiuccién coronaria (usualmente asociada con la
aterosclerosis), que conduce a una isquemia miocardica ia que afecta la contractilidad
miocérdica y la actividad cardiovascular. La reduccléon en el rendimiento cardiaco, la
presion adrtica y la presidon de perfusidn coronana, conducen a la isquemia y a la
extension de la necrosis hasta que ocurme la muerte. Los fammacos pueden aportar
beneficios en la interrupcién de  este ciclo en diferentes puntos. El desequilibrio entre el
aporte y la demanda de oxigeno puede ser comegido farmacolégicamente de dos formas:
disminuyendo la demanda de oxigeno y/o incrementando el aporte de oxigeno (Bristol;

1986).

2.4 INFARTO MIOCARDICO

Si la isquemia es lo suficientemente intensa y prolongada se produce lo que se
conoce como infarte al miocardio. La importancia y la mortalidad debida al infarto se
pueden relacionar con sus dimensiones. Cuando e! drea infartada excede el 40% del
muscuto ventricular existe un 80% de probabilidad de muerte (Connor y col, 1985}, por lo
que la mayoria de las investigaciones estdn encaminadas a evaluar aquellas

intervenciones fammacoldgicas que peymitan limitar y prevenir ef infarto al miocardio.
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La cantidad de tejido miocandico infartado depende basicamente de la arteria
ocluida, de tal forma que si se ocluys la arteria coronaria descendendente anterior
izquierda, el drea afectada ocupara la pared anterior del ventriculo izquierdo cerca de ia
punta y dos tercios anteriores del tabique interventricular. Si la arteria ocluida es 1a
arteria coronaria derecha, la zona afectada comprendera la pared postenor del
ventriculo izquierdo y el tercio posterior del tabigue interventricular, finalmente si la
arteria ocluida es |a arteria coronaria izquierda, |a zona efectada comprendera ia pared

lateral del ventriculo izquierdo.

2.5 METODOS DE ESTUDIO

Los estudios que se han realizado para tatar de explicar el Infarto al
miocardio, se han encaminado a elucidar principalmente aspectos relacionados con la
ultraestructura, los cambios bioquimicos, las alteraciones eléctricas, las intervenciones
incluyendo la reperfusion, las farmacologicas , ias fisicas y las hemodinamicas (Boden y
col; 1978, Vokonas y col.1976).  Basicamente, las concecuencias del proceso
isquémico se estudian de 2 maneras: una mediante modelos en animales y otra a

través de estudios clinicos (Gold y col 1976).

2.6.1 Modelos en Animales
El estudic de las alteraciones bioguimicas, histoldgicas y

ultraestructurales que ocurren durante el infarto al miocardio no pueden realizarse
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directamente en el hombre, por lo que se han disafiado una gran variedad de medelos

en animales, y a partir de ellos se han obtenido resultados con éxito.(Gold y col. 1976).

Para realizar estos estudios, se ha recunido al uso de una gran variedad
de especies de animales entre {os que se encuentran, primates, perros, cerdos, gatos y
ralas. Las observaciones se han obtenido a partir de animales intactos, en
preparaciones en las cuales la perfusion coronara es controlada, en corazones

aislados, musculos papilares y células aisladas. (Kloner et al; 1980)

El perro es unoc de los animales mas empleados para el estudio del infarto
al miocardio, debido a la anatomia coronaria tan semejante que prasentan éstos en
relacidn al humano. La oclusion de la arteria coronaria descendente anterior izquierda o
la arteria circunfieja ha demostrado alteraciones hemodinamicas, electrocardiograficas y
patoldgicas similares a las cbservadas en el hombre. Sin embargo, las diferencias
entre et corazén de perro y el corazdn humano prohiben la extrapolacion de los
resultados al hambre (Kloner y col 1980). Ademas el empleo de estos animales
requiere de condiciones extremosas de laboratorio y los procesos quirirgicos son mas

laboriosos.

Otro de los animales utilizados en el estudio del infarto al miocardio es el
cerdo , esta especie presenta una distribucidn de las arterias coronarias similar a la del
hombre, ambos presentan una arteria coronaria izquierda dominante que imiga la cara

posterior del corazén. Otra ventaja que presenta esta especie es que posee poca
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cireulacion colateral en la zona cercana a la oclusion 1o que proporciona una drea de
isquemia uniforme muy adecuada para estudios histologicos (Spinale y col, 1989). En
comparacion con el perro esta especie resuita ser mas resistente- a los tratamientos. £l
manejo dificil de eslas especies es el principal problema que se presenta para su

emplso en esludios experimentales.

El gato también es utilizado para ta evatuacion experimental de! infarto al
miocardio, sin embargo, debido a que la anatomia coronaria de esta especie s muy

variable resultan inconvenientes para el estudio del infarto al miocardio (Bristol;1986).

Desde 1946, la rata ha sido empleada para el estudio del infarto al
miocardio. Jhons y Olson {1954), describen el modelo experimental que consiste en la
induccién artificial del infarto al miccardio en animales pequefios por medio de la
oclusion de la arteria coronaria descendente anterior izquierda in vivo. Posteriormente,

Sayle y colaboradores en 1960 modifican dicho modelo y este ltimo es el utilizado en

este trabajo.

De acuerdo a Fishbein y col. (1978), la oclusidn de la arteria coronaria

iZquierda en animales pequefios como larata presenta las siguientes ventajas :

a) La oclusién de 1a arteria se realiza facilmente y no requiere de eduipo

sofisticado de laboratorio.
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b) Presenta ventajas econdmicas, ya que sonespecles faciles. ‘dg

. conseguir y de mantener.
¢) El tamafio del corazén de rata es pequefio por lo que se plladen
estudiar grandes dreas del corazén en pocas secciones hiétb!égicés. ademas la

cuantificacién del infarto es mas facil de realizar.

El modelo de infarto al miocardio en rata, se ha empleado para estudiar los
cambios morfaldgicos que se desarrollan a concecuencia del infarto y para investigar el

efecto de diversas intervenciones en la dimension del infarta (Fishbein y col; 1978).

2.5.2 Estudlos Clinicos

En el hombre la evaluacién del dafo isquémico se encuentra restringido
sobre todo en lo referente al uso de técnicas directas . El dafio en el infarto isquémico
a nive! clinico se evalia mediante ; 1) el nivel de dolor, 2) imitabilidad ventricular, 3)
altaraciones en el metabolismo del tactato, 4) técnicas radionucleares, 5} liberacion de
enzimas a partir del miocardio dafiado y 6) mapeo electrocardiografico del segmento
S-T precordial.

Todas las técnicas antes mencionadas, presentan inconvenientes, a
continuacién se describen algunas desventajas que éstas presentan: la evaluacién de
los cambios en el metabolismo del (actato depende de la técnica de muestreo, el

monitoreo de los cambios en 1a extensién de la zona isquémica necesita de méas
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investigaciones. La prediccion del tamano del infarto por medio de la desaparicién de
las curvas CPK requiere de 10 horas de retraso en el tratamiento y por lo tanto, no es
aplicable cuando la terapia se debe aplicar durante las primeras horas después del
infarto. El dolor es una medida muy subjetiva y no siempre es de origen isquémico .

Aunque el uso de 1a elevacion del segmento S-T precordial en pacientes no pernnite la
avaluacion cuantitativa del tamano de un infarto, €sta es una técnica muy utilizada para
evaluar los cambios direccionales en el miocardio isquémico. Experimentalmente, la
elevacion en el segmento S-T se correlaciona adecuadamente con la reduccion en la
presién parcial de oxigeno en el miocérdio , reduccion en el flujo coronario y la
produccidon de lactato , cambios locales en los fosfatos de alta energia y lactato, y con ta
actividad de la CPK miocdrdica, La técnica mas importante para predecir las éreas
danadas por necrdsis es definitivamente la microscopia dptica y electrénica. (Maroko y

col, 1972}.

2.6 ALTERACIONES HISTOLOGICAS DEL MIOCARDIO DEBIDAS A LA
ISQUEMIA

La isquemia provoca alteraciones evidentes en la microestructura det
musculo cardiaco. Las lesiones mas caracteristicas en los primeros estadios de la
isquemia en el miocardio de perro, por oclusidn experimental de la arteria coronaria
descendente anterior, son el cambio de forma {de alargada a esferoide) y el
hinchamiento de tas mitocondrias,’la disminucion de 1as granulaciones citoplasmaticas,

el edema intermiofibrilar y la dilatacion de los tibulos longitudinales y de los
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transversales. En estadics més avanzados se nota un marcado hinchamiento
mitocondrial con aparicién de fornas de owvillo y vacias, ruptura de miofibrillas y

destruccion de los discos intercalares. (Micheli; 1971)

Algunos oftros autores sefalan, pérdida de glucdgeno en el sarcoplasma, los
cambios en el sistema sarcotubular y principalmente las alteraciones en las
mitocondrias, como indices sensibles de las fases tempranas de la isquemia en el
miocardio. Ademds, se relata ta acumulacién de granulos de grasa neutras en las

células miocardicas de la zona danada (Micheli,1971) .

Estudios realizados por Greve y col, (1990). en corazones de gato
sometidos a un perfodo isquémico de 10 minutos mostraron un considerablte aumento
en la fragilidad del sarcolema, hinchamiento de la mitocondria, acumulacion de gotas de
lipidos, cambios similares se observaron en el estudio realizado en cerdos por Spinale y

col.(1989).

La mayor(a de los autores coinciden en sefialar que los cambios abservados
después de periodos isquémicos de 15-20 minutos son evidencia de dano imeversible,
entre estos cambios se encuentran los reportados en un estudio realizado en el
miocardio de cerdo sometido a un periodo isquémico de 15 minutos, este se caracteriza
por la pérdida de la arquitectura celular, hinchamiento y separacién de crestas
mitocondriales, aparicidn de cuerpos amorfos en la matniz mitocondrial, v la presencia

de nucleos en los que la migracién de la cromatina nuclear es evidente. Herdson y
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colaboradores (1965); sefialan cambios similares en el periodo de 20-40 minutos de
isquemia ademas de uh marcado edema del reticulo sarcopiasmico y ruptura de las

crestas y membranas extemas de las mitocondrias.

Los cambios antes mencionados, se van acentuando con el paso del tiempo
y a los 60 minutos es posible observar edema intracelular, lo que se manifiesta por la
separacién de la membrana del sarcolema de los micfilamentos y en algunas zonas se

puede observar incluso 1a ruptura de la membrana.

La muerte celular progresa en diferentes niveles en las diferentes regiones
del corazén con el paso del tiempo la onda de células muertas progresa del
subendocérdio al subepicérdio completdndose el proceso en la séptima semana.

{Robbins, 1989)

El uso de técnicas semicuantitativas para evaluar el dafio en las células y
organetos, han facilitado la caracterizacién de los detalles ultraestructurales que se
producen como concecuencia del proceso isquémico. Estas mismas téchicas pueden
ser aplicadas en células que han estado sujetas a intervenciones farmacologicas

(Gottfried y col. 1990).
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2.7 INTERVENCIONES FARMACOLOGICAS

~

TABLA 2.2 INTERVENCIONES FARMACOLOGICAS QUE REDUCEN EL TAMARC

DEL INFARTO

Bloqueadoras b-adrenérgicos Alonoloi
Moloproiol
Practolol
Propranolol
Timolol

Bloqueadores del canal lante da calcla Varapami
Nifedipna

Nitrelos Nitrogkcorina
Ntoprusiato do Sodio

Estoroides Hidrocoitisona

Motiprodiisolona

de tipe no Aspatna
Dipiridamol
Ibuproten
Indomolacing
Puoxicain
SuFinplasona

Agertos Tromboliticos Estraploquinasa

Unquinasa

Activadores dol plasminégeono tisular
Enzimas Hiaronklasa

Agontos atrep: de 1ibres

Catulasa
Maniol
Supenixido do diemutasa

(Campbell y col 1986).
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Los intentos para disminuir el tamano del infartc han Wevado a la
realizacion de numerosos estudios experimentales y clinicos dentro de este campo, por
lo que las intervenciones farmacolégicas, han sido ampliamente estudiadas con el fin de
obtener mejores resultados en la disminucidn del tamano del infarto (Campbell y col,

1988).

Los resultados que arrojan los estudios en los modelos experimentales
que se realizan para reducir el tamarnio del infarto miocardico difieren entre los diferentes
protocolos, estas diferencias son debidqs a la especificidad de los modelos

experimentales, el iempo y la dosis de fdrmaco (Kloner y col, 1980)

Los mecanismos de accion precisos de muchos de estos férmacos son

desconocidos pero los estudies realizados han demostrado que (Klener y col, 1980):

1)Mejoran la relacién entre el aporte y demanda de oxlgeno ;:;or
incremento en el aporte de éste, por la reduccion de ta demanda o bien
por ambos.

2)Mejoran la distribucién de sustratos en células isquémicas.

3)Estabilizan y previenen elteraciones en la permeabilidad de! sarcolema.
4)Inhiben la respuesta inftamatoria que contribuye en mucho a la muerte
celular.

5)Previenen la inflamacion celutar
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8)Inhiben la entrada de calcio.
Agentes B-Bloqueadores Adrendrgicos

Los bloqueadores P-adrenérgicos actian reduciendo la composicion del
oxigeno miocérdico por reduccion de fa frecuencia cardiaca, la contractilidad y la
presién sanguinea (Campbell y col, 1986). Ei bloqueo de los receptores B pueden
también reducir los niveles de catecolaminas en el corazén isquémico (Mueller et al,
1880), y producir una redistribucion de! flujo sanguineo coronario (Pitt y col, 1970).
Ademads de que disminuyen la elevacién del segmento ST epicdrdico (Libby y col,1973),

desarollo de la onda Q (Miura y col, 1979), y liberacién enzimatica.
Bloqueadores dal Canal Lento ds Calclo.

Los mecanismos complejos de accion por medio de los cuales los
fanmacos bloqueadores del canal lento de calclo ejercen su efecto involucran, (Antman y
col, 1980):
a) Antagonismo del fiujo de calcio a través de las membranas.

b) Vasodilatacién caronaria y de los vasos sanguineos periféricos.

¢) Reduccién de la contractilidad cardiaca.
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d) Reduccién de la postcarga ventricular izquierda, lo que condtice a disminuir la carga
sistélica de! ventriculo izquierdo reduciendo asl los requerimentos del oxigeno

miocérdico.
Nitratos

Los nitratos organicas como la nitroglicerina y el nitroprusiato de sodio,

- aumentan la vasodilatacién arterial, (Campbell y col, 1988). Awan y col. en 1976

repostaron que la nitroglicerina reduce la elevacion del segmento S-T, interpretando este

hecho como la reduccidén de tamafio del infarto debido a 1a reduccién en la composicién
del O, miocérdico.

Eslorides

Quizés aste tipo de farmacos son los que causan mayor controversia en
ol tratamiento para la reduccidn del tamaiio del infarto. La razdn del uso de éstos és
debida a que, (Robert y col. 1980):

1) Estabilizan la membrana lisosdmica, lo que inhibe [a liberacién de estas enzimas , y
juegan un papel muy importante en la necrosis celular.

2) Estabilizan otras membranas celulares.

3) Disminuyen la respuesta inflamatoria que ocurre durante el infarto agudo del

miocardio.
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Agentes tromboliticos

En la mayorla de los infartos miocardicos, la trombosis coronaria es el final
mas com(n en la oclusidn de la arteria coronaria. Por lo tanto, el objetivo de la terapia
trombolitica con estreptoquinasa, uroquinasa o activadores del plasminégeno tisular

inducen a la disolucidn del trombo (Reimer, 1977; Ellis y col, 1983).

Es asf, como |a administracidn temprana de la terapia trombolitica resulta
de la recanalizacion de la arteria coronaria ocluida y por consecuencia la reperfusion de
la zona isquémica. Esto lleva a salvar al miocdrdio isquémico, reducir el tamafio del

infarto y una mejoria eventual en la funcién miocdrdica (Campbell y col. 1986).

Enzimes

- La hialuronidasa presenta un mecanismo de accién confuso pero supone
la despolimerizacién del 4acido hialurénico en el espacio intersticial a las células
isquémicas, aumentando la entrada de nutrientes y el consumo de productos
metabdlicos (Maroko y col. 1972). También parece ejercer efectos benéficos en el flujo

sangulneo colateral (Opie y col. 1969).
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A de Radicalea Libres

Estos agentes tiene efecto hiperosmético, mejoran la funcién ventricular y
el flujo sanguineo colateral y reducen la elevacién del segmento ST epicérdico

(Willerson y col. 1972), experimentalmente.

Probablementa, no tenga ninguna utilidad significativa en la clinica, ya que
aumenta {a osmoleridad plasmética, estos agentes pueden tener serios efectos

adversos en el sistema nervioso central (Kloner y col. 1980).

Glucoea Ingulina Potasio (GIK)
El GIK reduce la isquemia y la muerte celular por medio de la actividad

" miocérdica de Ia creatin cinasa (CK) (Boden y col. 1978, Opie y col. 1975).
La razén del uso de esta combinacién, de estos agentes es que ellos

incrementan.ia produccion de energla en la isquemia miocérdica por estimulacion de (&

glucdlisis anaerobia (Kloner y col. 1980).
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2.8 PROPRANOLOL
2.8.1 Antecedentes

El primer agente antagonista de los receptores f-adrenérgicos, la
dicloroisoprenalina (DCI), es descrita por Powell y Slater (1958), quienes d;mueshan
que et DCI bloquea un gran nimero de efectos inhibitorios de la adrenaiina, tanto en
tejidos aislados como en animales Integros. Moran y Perkins (1958) observan que el
DCl bloquea selectivamente los efectos cardioestimulantes de la isoprenalina, la

adrenalina y la estimulacidn simpatica.

Posterionmente Black y Stephenson en 1962, prepararon y probaron gran
niimero de compuestos, y ef primero en mostrar ventajas sobre el DC! fue el pronetanal,
éste presenta efectos estimulantes Iniciales mucho menores, sin embargo inhibe
significativamente las taquicardias y la angina de pecho. De este modo, el pronetanol es
introducido en la clinica, lo que posteriomente tuvo que suspenderse ya que estudios

realizados demostraron efectos carcinégenos en ratones.
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Para entonces Black y col. en 1962, encuentran un agente bloqueador de
los' receptores B-adrenérgicos, no carcinégeno y més potente que el pronetanol y
carente casi par completo de actividad simpaticomimética intrinseca Esta sustancia se
denominé PROPRANOLOL y es descrita por primera vez por Black, Duncan y Shankas

en 1965 .

Es asi como, el propranotol se ha estudiado exhaustivamente tanto desde

el punto de vista experimental como clinico .

2.8.2 Caracteristi gor }

Estructura (figura 2 3)
CHy
'? NHC
OCH,;—C—CHy CH,
\ clm
-

Eomula desamoliada: C,,H4NO,

Nombre guimicg: 1-isopropil-amino-3-3({-natiloxi)-2-propranol. (en su foma de
clorhidrato )

PM= 259.3 mg/mmol

Descripcién: Polvo blanco o casi blanco inodoro, con sabor amargo, estable al calor,
inestable por exposicidn a la luz y no higroscépica. Funde a 161 °C (Remington y col,
1987).

32



2.8.3 Carécter Quimico

£l niclec bencénico permite poseer una potente afinidad por los
receptores adrenérgicos f§ asf como la cadena lateral con una amina secundaria. Un
hidrégeno libre del grupo amino parece ser esencial para la actividad del receptor B. El
hidroxilo en el carbono § de la cadena lateral tambien tiene importancia, por su actividad
antagonista . La configuracion dptica del carbono 8 tiene gran importancia, ya que los
isémeros levégiros (-} son mucho més activos que los dextrégiros (+} o los isdmeros.
Asi 1a forma (+) del propranolol tiene menos de 1% de 1a potencia de la forma (-} pana'

bloquear receptores adrenérgicos B {Goodman,1978).

2.8.4 Metabolismo

Se absorbe adecuadamente después de ingeritlo, a partir del tracto
gastrointestinal. Se concentra en pulmones y en menor medida en cerebro, higado,
rifiones y corazon. Alrededor del 50% del famnaco, es metabolizado por el higado a
medida que se va absorbiendo lo que se denomina efecto del primer paso. Estudios
realizados por Hayes y Cooper 1971, han demostrado que se excreta por la orina
después de experimentar metatolismo casi completo. Mas del 90% del propranolot en
Ia circulacién estd conjugado a proteinas plasmaticas (Evans y coli, 1873). La vida

media del fArmaco es de 3 horas (Shand y col, 1970).
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Estudios realizados en perros y humanos por Walle y Gaffney 1972, han
encontrado en orina de éstos, 8 metabolitos siendo el mas importante el
4-hidroxipropranolol, éste tiene actividad de bloqueo semejante a la del propranolol de
acuerdo a los hallazgos de Fitzgerald y O'Donnell, 1971.

2.8.5 Estudios Expstimentalos

Sin duda, el farmaco que méas se ha utilizado en estudios experimentales
para reducir el tamafio del infarto es el PROPRANQLOL, asi lo demuestran algunos
trabajos realizados por Grayson y col. 1983; Clayton y col. 1976; Heng y col. 1976;

Reimer y col. 19786,

Estudios iniciales realizados por Reimer y Jenning utilizando el modelo de
perro, al que se le oclula ia arteria coronaria circunfleja, encuentran que el propranofol
reduce significativamente la necrosis en el miocardio isquemico. Este resullado fué

evaluado mediante el andlisis histoldgico del muscula papilar posterior.

Se ha propuesto, que el propranolol puede reducir la isquemia por
" reduccién en la composicidn del oxigeno miocérdico debido al blogueo simpatico, que
influye en la disminucion de la frecuencia y contractilidad cardiaca (Grayson y col

,1983).0beid y col, (1976), demuestran que el propranolol preserva el trifosfato de
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adenosina {ATP), en el miocardio isquémico, sugiriendo de este modo que la demanda

de oxfgeno pueda ser reducida.

Kloner y colaboradores en 1976 miden el flujo sanguineo miocardico
utilizando microesferas y bxenén radioactivo demostrando asi que el propranolol reduce
el fiujo sangufneo en el miocardio isquémico y el no isquémico, reduciendo de este
modo la elevacidn del segmento ST y del didxido de carbono intramural (PCQ,). Esto
sugiere que el propranolo! reduce |a demanda de oxigeno y como concecuencia el fiujo

coronario sanguineo.

Respactivamente en 1971 y 1972 Maroko y col y Watanabe vy col.
demuestran que el propranolol reduce fa elovacién del segmento ST epicérdico lo que
conduce a preservar la aclividad de la creatin fosfoquinasa miocardica, tras haber ligado

la arteria coronaria descendente anterior izquierda en perros.

Posteriormente, en un estudio més detaliado realizado por Miura y col. en
1979, obsarvan que este fdrmaco tiene la capacidad de reducir la elavacién del
segmento ST en registros precordiales, la inclinacién de la onda R y el desamollo da la

onda Q.

Es asf como, sl propranolol ha demostrado experimentalmente que tiene

efectos benéficos en la isquemia aguda por:
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1) Reduccion en la elevacion del segmento ST epicardial
2) Reduccidn de la creatin fosfoquinasa en la region isquémica
3) Reduccién histoldgica de la necrésis en el misculo papilar posterior.

4) Reduccién del tamarfio del infarto expresado en porcentaje en el ventriculo izquierdo.

Por otra parte Nayler y col en 1978, encontraron que el propranolol
presenta efectos favorables en la mitocondria, este bloqueador mejora la funcién
mitocondrial en el miocardio 1squémico. Kloner y col en 1978 encuentran que animales
tratados con propranolol antes de realizarles la oclusidn coronania reducen el edema

mitocondrial.

Estudios realizados por Clayton H. y col. 1976, y Grayson G y col. 1983.
Indican que la dosis de Propranclol de 1mg/Kg es la que ha mostrado mejores

resultados .

Norris y cof, 1978 y Yusuf y col, 1983; mediante e! andlisis enzimatico'y
electrocardiogrdfico, sugieren que los B-bloqueadores adrenérgicos reducen el tamano
del infarto, si estos agentes son administrados en las primeras horas de los sintomas

dnl infarta aniidn dal mincardio

De acuerdo a Mueller y col, 1974 demuestran que el propranclol mejora

notablemente ¢I'metabolismo miodardico en pacientes con necrésis miocardica.
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OBJETIVOS

- Daterminar los cambios estructurales y ultraestructurales que se presentan en el
infarto miocdrdico cuatro horas después de la ligadura coronaria experimental en rata
mediante el andlisis en microscopla dptica y electrénica.

- Determinar e efecto del Propranolol en este mismo modelo experimental de infarto
miocardico sobre los cambios estructurales y ultraestructurales del masculo cardiaco
despuss de cuatro horas postoclusion, :



4. MATERIAL Y METODOS .
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4.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se emplearon 21 ratas Wistar macho cuyos pesos oscilaban entre los 250
300g, de 8 a 9 semanas de edad distribuidas en tres grupos. El primer grupo (5 ratas)
fué el control sin oclusion al que no se le administré ninguna solucién yfo farmaco; el
segundo grupo (8 ratas) fué el grupo control con oclusién, sdlo se le administrd solucidén
salina fisicidgica (S.S.F.) y el tercer grupo fué el grupo con oclusion y fdrmaco (8 ratas)
al cual se le administré propranolol en una dosis de 1 mg/Kg de pesc por via

intramuscular, utilizando como vehlculo S.8.F. Verlabla 4.1y figura 4.1.

e
Tabla 4.1 Disefio Experimaental
GRUPO NUMERO DE SOLUCION Y/O
RATAS FARMACO
1) Control sin 5 Ninguno
odusiin
2)Controt con 8 Sotucion salina
" fRiokbgica
3)Con ochusién 8 Propmnolot

+ fAnmacn 10 mgEn) M)
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METODOLOGIA

30 MINUTOS

ADMINISTRACION
=PROPRANOLOL
=Y/Q VERICULO

WISTAR MACHO
DE 8 A 10 SEMANAS

PERFUNON

Figura 4.1 Etapas de la metodologia empleada para fa oclusion de 1a arteria coronaria
descendente anterior izquiarda { Jhons y Olson 1954) y la perfusion.



4.2 ‘OCLUSION

En un perfodo de 30 minutos posteriores a la administraciondel propranclo!
y/o S§.5.F., los animales fueron anestesiados con éter etflico en una camara de anestesia,
(figura 4.1) permaneciendo en esta el tiempo necesario para que sufrieran pérdida del
equilibrio y asi pemmanecieran inméviles. En este momento, la rata se extrajo de la
cdmara de anestesia y se colocé en la mesa de diseccion de tal forma que e! costado
izquierdo del animal quedara expuesto hacia amba. Posteriormente se realizd una
incision vertical en la pisl, aproximadamente a un centimetro de la axila posterior
izquierda, de una longitud de 2 cm. A continuacidn se separd el tejido muscular
torécico presionando la punta de la pinza en el tejido y abriéndolo ligeramente para
separar el musculo y se realizé una toracotomia entre la cuarta y quinta costilla,
presionando ligeramente la punta de fa pinza en el espacio intercostal, hasta que el
orificio del espacio intratoréicico fuera de un centimetro aproximadaments. Con la
porcién posterior de la pinza de diseccién se extrajo el corazdn de la cavidad torécica y
se inmovilizd parciaiments tomandolo entre los dedos medio y pulgar . Posteriormenta ,
con el dedo Indice se levantd la aurfcula y se localizd la arteria coronaria descendente

anterior izquierda. Fig.4.4

La oclusion de la anteria coronaria  se realizé pasando un hilo seda (4/0)
por medic de una aguja atraumaética. Posteriormente, se retird la aguja y el hilo seda se
amamd por medio de un nudo alrededor de la arteria {figura 4.1). El exceso de hilo se

elimind y el corazén se regresd a la cavidad torécica. Esta fué cerada de forma temporal
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“con la ayuda de una pinzay se restableci6 la ventilacién con una bombilla de hule. En
seguida, se lavé la zona en la que se tealizd Ia intervencién con S.S.F. y se retiraron las
‘pinzas , se suturé el musculo con hilo seda (1/0) utilizando puntos continuos, y

finalmente se realizd a sutura de 1a piel con hito (1/0) por medio de puntos continuos.

4.3 PERFUSION

Cuatro horas después de realizada la oclusidn ias ratas fueron anestesiadas
con éter. Una vez anestesiado el animal se colocd en la mesa de diseccién en posicion
supino dorsal sujetdndole las extremidades firmemente con pinzas de diseccidn y tijeras,
se hizo una. incision fongitudinal a partir del estemndn hacia la cabeza, de
aproximadamente 5cm |, se separd el estemnén y se cortaron las costillas sujetandolas
hacia los lados de manera que el corazén quedara expuesto (figura 4.1). Se localizé la
aorta y la vena cava inferior y se obstruyd la circulacion sanguinea por medio de unas
pinzas homeostdticas, posteriormente se introedujo un punzecat en la @orta & una
distancia aproximada de 5-10 mm del ventriculo izquierde. A continuacion se extrajo ia
aguja y se conectd a la manguera proveniente de la venoclisis la cual se colocé a una
altura de 1.50m conteniendo buffer de fosfatos (pH=7.2) a una temperatura de 37 °C, en
este momento se abrid la llave de paso para permitir 1a entrada de buffer a través del
corazén y en ests momento se hizo una incision en la pared de la vena cava inferior para
continuar asf 1a via de salida de la sangre del animal, y de las soluciones perfundidas.

Posteriomments, se continud la perfusion hasta que se observaron los vasos sanguineos
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limpios . Se interumpid ef flujo de buffer y se intredujeron 10mi de glutaraldehido al 2%,
a través de la *Y" del aparato de venoclisis a una presion tal que impidiera el
hinchamiento del corazdn y que a su vez pemitiera que ¢l corazdn continuara latiendo.
Finaimente, se extrajo el corazén de la cavidad tordcica y se lavd con S.S.F,

manipulandolo lo menos posible.

4.4 PREPARACION DEL TEJIDO

Cada corazén fué cortado en secciones transversales de aproximadamente
1mm de espesor del épice a la base, obteniéndose ocho secciones. Se tomé la seccion 1
(épice) para ser analizado por Microscopla Electronica y las secciones 2 y 5 (de épice a

base) para ser analizadas por Microscopla Optica (figura 4.2).

4.3.1 Microocopla Oplica

Las secciones transversales 2 y 5 de cada animal fueron procesadas pdra

ser tefidas por la tincidn tricrémica de Masson. Con esta técnica se pueden diferenciar

varios componentes del tejido como son : nlcleos (morado a negro), citoplasma

(violaceo), fibras musculares {rojo), v tejido conectivo {azul) y ertrocitos (rojo) .
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Las secciones transversales fueron fijadas con glutaraldehido al 2% y
‘desh;dratadas con alcoholes de concentracidn ascendente {(40%, 50%, 60%, /0%, 80%,
90% y 100%). Después de la deshidratacion se realizé el procesc de aclaramiento que
consistio en susttuir el alcohol deshidratante por un disclvente de la parafina. En este
paso se utilizaron 2 cambios de Xitol por periodos de 1 hora. La infiltracién en parafina se
realizd colocando las muestras en recipientes que contenian parafina  fundida
gensralments a 56 "C (punto de fusién de 1a parafina), por lo que debido al calor el Xilol
S8 evaporo y los espacios ocupados por este fueron sustituidos por la parafina que al
solidificar confiere al tejido dureza y soporte para ser cortado, ya que la muestra fué
infiltrada se colocd on un recipiente cibico que contenia parafina fundida, dejandose
solidificar a tamperatura ambients (Gavific et al, 1984). El bloque da parafina fué cortado
con un microtomo que cuenta con una cuchilla de acero, la cual permitié realizar cortes
de 4 a 8 mm de espesor. Los corles oblenidos fueron extendidos sobre agua caliente
(40°C} que contenla grenetina diluida y posteriommente éstos fueron adheridos a un
portaobjetos, por medio de un baio de flotacién de tejidos y platina témica. Una vez
realizado 1o anterior, 13 muestra quedd lista pama el siguiente proceso que fué 1a
coloracion. El procedimiento a utilizar fué el siguiente {(Cantwell et al; 1981): Se
colocaron cortes desparafinados e hidratados en solucion Bouin durante 1 hr 56 °C,
fueron enfriados y lavados con agua comente hasta que desaparecio el color amarillo.
Se enjuagaron con agua destilada y fueron colocados en una solucién de
Hematoxilina-Fe de Weigert durante 5minutos. Después se lavaron con agua comiente
durante 10 minutos y se enjuagaromr con agua destilada, se colocaron en una solucion de

escariata Biebrich y fuchsina durante 2 minutos. Se lavaron con agua destilada y se
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" colocaron en una solucidn éc. fosfomolibdico y éc. fosfotungstico durante 10 minutos. Se
colocaron en una solucién de anilina azul por 3 minutos en dcido acético glacial al 1%,
Se deshidrataron en alcohol ai 9%6% y 100% y se aclararon con Xilol, finalmente se

montaron los cortes con resina sintética.

4.3.2 Microscopla Electronica

La seccién transversal 1 del corazén fue cortada por la técnica de navajas
encontradas para evitar el desgaramiento del tejido, hasta abtener fragmentos de
aproximadamente 2 milimetros clbicos de tejido, estos fragmentos se fijaron con
solucién de glutaraldehido al 2% por espacio de dos horas, después de este tiempo los
fragmentos de tefido se sometieron a 3 lavados de 10 minutos cada uno con solucién
buffer de fosfatos (pH=7.2). Posteriomnente, se realizo la postfijacion del tejido con
tetréxido de Osmio durante 2 horas, finalizado este tiempo los fragmentos de tejido
fueron sometidos nuevamente a 3 lavados con solucién buffer de fosfatos por espacio de
10 minutos cada uno. Al finalizar, se continud con la deshidratacion de las muestras,
para ello se utilizaron alcoholes de concentracidn ascendente (40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 0% y 100%), las muestras permanecieron 10 minutos en cada uno de los
alcoholes, en el alcohol al 100% se realizaron 2 cambios. Dos trozos de tejido fueron

infiltrados con resina epdxica de la manera siguiente :

Oxido de propileno 2 Cambios/10 minutos

Oxido de propileno- resina 2:1/ 60 minutos
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Oxido d= asopileno- resina 1:1/ 60 minutos
Oxido de propilenc- resina 1:2/ toda la noche en refrigeracién en un

recipiente cerado herméticamente.

La inclusién se llevé a cabo al dia siguiente. Las muestras se colocaron en
resina de 3 a 4 horas a temperatura ambiente. Se continud la inclusidén en resina
incubandoss a 35°C, 40°C, 50°C y 60 °C por 24 horas para cada temperatura, hasta
obtener la dv :za adecuada del bloque y poder ser seccionado en cortes de 60-150 nm,
de grosor . '

Los bloques obtenidos posefan una superficie extremadaments grande
para re-dlizar los cortes delgados, por lo que fué necesario recortar el excaso de medio da
inclusidn por medio de una hoja de rasurar para exponer el tejido. Posteriormente, la
muastrs fué montada en el sostén de bloques y observada con el microscopio
estareascdpica, con [a finalidad de eliminar el exceso de medio de inclusién el cual fué
resnovido usando una hoja de rasurar nueva para formar una piramide truncada que
roporciond soporte en el momento de!l corte. A continuacién, se realizd el corte de los
bloques en un ultramicrotomo (ultracut E) provisto de una cuchilla de vidrio para obtener
certes de fase cuyos grosores oscilan entre los 150 y 200 nm { azul y purpura), los cortes
fwesnn colocados ron ayuda de un asa de inoculacién en un portaobjetas sobre una gota
de agua destilada para ser tefiidos con azul de toluidina y examinados con el microscopio
de iuz de manera que la zona final para el corte pudiera ser seleccionada. Cuando se
localizé esta zona el exceso de material se recoré del bloque empleando una hoja de

rasurar . La zona seleccionada para el corte se mantuvo lo mas pequefia posible,
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conservando la forma de pirémide truncada . Cuando se delimitd la zona de corte se
obtuvieron cortes de un grosor entre los 60-150nm  de espesor (dorados o plateados).
Estos se recogieron en rejillas de 200 - 300 mesh, una vez obtenidos {os cortes fueron

tefiidos con la tincidn electroconductiva de acetato de uranilo (Solucién de Watson, 1958)
y citrato de plomo (solucién de Reynolds, 1963). (Nunn,1976 y 1975). Los cortes
obtenidos se observaron orentados en forma transversal vy IonQiludina.l, en el
microscopio electronico de transmisién (JEM-100S), obteniendose m'icrograﬁas
panordmicas (de 5000 a 10000 aumentos) y ampliaciones (de 15000 a 40000 aumentos).
Se realizaron dos mediciones cuantitativas sobre la estructura mitocondrial. La primera
consistid en un conteo por puntos para determinar las fracciones de volumen de {as
mitocondrias y consistié en la sobreposicién de una hoja cuadriculada transparente sobre
la micrografia en la que cada cuadro representd 1mm? , cansiderando siempre la
magnificacion de cada micrografia (Frances et al,1987). Se contaron los cruces que
quedaren sobrepuestos a las mitocondrias y se dividieron entre el total de cruces que
abarcaba Ja micrografia, obteniéndose la relacién de volumen (Pauly’s, 1987). En la
segunda medicidn se determind el numero de mitocondrias que se enconlraban en
100mm?. Con las mismas micrografias se obtuvieron datos semicuantitativos en cuanto
al grado de dafio de las mitocondrias, basadndonos en los estudios realizados por Kioner y
colaboradores en 1978, clasificando las mitocondrias en los siguientes grados:(Ver figura

5.5)
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Grado 0= Mitocondiia nommal.

Grado 1= Hinchamiento manifestado por pérdida de ia
densidad de la matriz y separacion de
crestas de la mitocondria.

Grado 2= Hinchamiento masivo con ruptura de crestas y
ruptura de la membrana extema e intema de

la mitocondria.
También se obtuvieron datos cuantitativos de la longitud de los sarcdmeros |

y datos semicuantitativos en cuanto al porcentaje de nicleos que presentaron migracion

de la cromatina nuciear .
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5. RESULTADOS



6.1 MICROSCOPIA OPTICA.

La ligadura de la arteria coronaria en rata produjo cambios histolégicos
apreciables, observandose, que las varaciones dentro de un mismo grupo fueron

minimas mientras que las diferencias entre los tres grupos fueron bastante marcadas.

El grupa control sin oclusidn (Grupo 1), nos sirvié como referencia para
evaluar los cambios presentados por el grupo control con oclusidn y sin farmaco (Grupo

2) y el grupo con oclusién y fAmaco (Grupo 3). Estos cambios fueron:

5.1.1. Camblog en las fibras miocérdicas

L.as observaciones muestran la presencia de necrdsis coagulativa en los s
grupos 2 y 3. La zona de infarto se caracterizd por la presencia de granulos de
protelnas desnaturalizadas dentro de la fibra, que no pierde su estructura. (figura 5.1b).
En los mérgenes de la zona infartada , las fibras mostraron ondulacién y
adelgazamiento severo en ambos grupos, y en algunos casos la separacién entre las
fibras es ocupada por liquido intersticial. (figura5.1c). Las zonas restantes de ambos
grupos mostraron cambios moderados ya que solamente algunas fibras presentaron las

alteraciones antes mencionadas
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5.1.2 Infiltracién de célutas inflamatorias

El ventriculo izquierdo de los grupos 2 y 3 presentaron una marcada
proliferacidn de linfocitos y neutrdfilos en la zona del pericardio, observandose una
infiltracién de dichas células a la zona del miocardio infartado principalmente en el grupo
control con oclusién, en tanto que la infiltracién de estas células fue moderada en el

Area alejada del infarto de ambos grupos

6.1.3 Macréfagos

Principalmente, se observaron macréfagos en los grupos 2 y 3 en el drea
alejada a la zona de infarto . La presencia de estas células fué mayor en el grupo 3, ver

fotografla 5.1d.
6.1.4 Cambios tisulares

Especificamente, los cambios tisulares evaluades fueron :Edema,
congestién y hemomagia {figuras 5.2a y 5.2b). La proliferacién mas abundante de estos
camblos se observo en la zona da infarto y fue disminuyendo gradusimente al alejarse
de esta zona, este comportamiento se observo en los grupos 2y 3. Dic_;hos camblos son
més severos en el grupo 2 que en el grupo 3.



6.1.5 Fibroblastos y fibras de coldgeno

La presencia de fibroblastos se observdé en su mayoria en los espacios
dejados por la fibras que sufrieron adelgazamiento. En el margen de la zona infartada el
grupo 2 mostrd una severa proliferacion de fibroblastos disminuyendo notablemente en
ol ventriculo derecho. En tanto que el grupo 3 presentd una proliferacion moderada de
fibroblastos la que fue uniforme en todas las porciones estudiadas (ver figura 5.2c). La
tincisn utilizada pemmitié observar fibras de coldgeno en las zonas adyacentes al érea

infartada principalments en el grupo 2.

Los resultados del estudio a nivel de microscopia 6ptica se muestran en

las tablas 5.1y 5.2,

d Tabla 5.1 Camblos Obasrvedoa a Nivel de Micrascopla Optica et Ia Zona 2 del carazén

Ventifculo kquiodo Venlrculo Derecho

Zonade  Zonaalejada
Infarto dol infarto

Neciésis coagutativa
Ondulacidn de Fibras
Adelgazamiento de ibras
Fdema

Je Polstor
Fibroblastos
Macrbkagos
Hemorragla y congestion

NaNNNNNN
- s o s NN
NORN = =
NN O e -\
NO =2 O
LR -E=IE

2= Dado Severo, 1=Daihp moderado, 0=Ausencia de Daiw
i=Grupo2: Con  oclusidn Il =Grupo3: Con oclusin y fémmaco




(- Tabla 52 Cambios O a Nivel da pla Optica on la Zons 5 dol corazén
Vasttriculo zquiardo Ventriculo Derocho .

Zonado  Zona alojada
Wnlarto dek infaito

Nocrdeis coagutativa
Ondutacidn da Fibras
Adolyazamionto do fbes
Edoma

Infitracion de Polimosfonuclaanes
Froblastos

Macrdisgos

Homoragia y congestion

N-2NN=NNN=
Nasmeann
L R R N
dedaaaaa
[
[T - [P S Y

2= Daho Sovein, 1=Dabomodomdo, 0=Ausoncia do Dano
11 = Grupo 2 :Con ochue Iti = Grupo 3:Con oclusion y farmaeo
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5.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA

5.2.1 Resultados Cuslitativos

La figura 5.3 muestra la comparacién entre las estructuras celulares del
grupo controf sin oclusién {Grupo 1), el grupo sometido a un proceso isquémico de 4

horas (Grupo 2) y el grupo con oclusidn y fdrmaco (Grupo 3).

Las células miocérdicas de! grupo 1, presentaron una morfologla nomal.
La figura 5.3a comesponde a una micrografia del grupo 1, en la que se puede
observar la ultmestructura de una célula nommal caracterizada por su aspecto compacto,
por la presencia de mitocondiias de forma alargada compacta y distribuidas a lo largo
de las miofibrillas las cuales se encuentran en estada de relajacién, también se puede
observar un sistema de tubtilos T bastante evidente. Ofra caracteristica de estas

células fueron los niicleos con cromating dispersa (figura 5.4a ).

El tejido cotrespondiente al grupo con oclusidn se ilustra en la figura 5.3b
en la que se puaden apreciar cambios cualitativos en la estructura celular resultado del
udno - provocado por €l proceso Isquémico, se puede apreciar: a perdida de la
arquitectura celular, edema y lisis mitocondrial, edema intemiofibrilar, ausencia de
sistema de tubulos T, y ruptura de miofibrillas . Se observaron algunas zonas con

miofibrillas en estado de contraccion. En la figura 5.4b se puede observar un niicleo



caracteristico de este grupo eh & qua se observa la mmginadén y espirlizacién de la

cromatina ntclear (figura 5.4b).

El aspecto del tejido sometido a un proceso isquémico en presencia de

propranolol se muestra enla figura 5.3¢c en éste es evidente el edema intermiofibrilar ,

hinchamiento mitocondrial. Aunque hay lisis de algunas miofibriltas existe una mayor

conservacion de la estructura miofibrilar.  Cabe destacar que dentro de este grupo

predominaron los ndicleas con migracidn y espinilizacién de la cromatina nuclear. Figura

54b.

6.2.2 Reaultados Cuantitatives

-

Tabla 5.3 Raesultedos del Estudio a nlved Ultra

Grupo NOmero de
1008
1 2500+58

2 2480423
3 224807

MIooNGNias en  Miocondriny

Grado de Dano (X) Marginacidn Longitud de
de oromatng (N)  asrcimero
w
0 1 2
1104+30 0920 0071 0000 0 24552 » 0.2501
2544+13 3012 5178 1808 100 23589 « 0.6835
7130 2718 153 ars 24479+ 0 1483
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caracteristico de este grupo en el que se observa la marginacion vy espirlizacién de la

cromatina niclear (figura 5.4b).

El aspecto del tejido sometido a un proceso isquémico en presencia de
propranolol sa muestra en la figura 5.3¢ en éste es evidente el edema intermiofibrilar ,
hinchamiento mitocondrial. Aunque hay lisis de algunas miofibrillas existe una mayor
conservacién de la estructura miofibrilar.  Cabe destacar que dentro de este grupo

predominaron los nucleos con migracién y espiritizacién de la cromatina nuclear. Figura

5.4b.
5.2.2 Resultados Cuantitativos
.
Tabla 5.3 dos dol Estudic a nlve} Ul
Grupo Nameeo e w Graco de Daflo (%)  Mapinacidn Longitud ds
mitoondrias e mikoondrise o8 cromaing (%)  SRTOMmen
100u o
0 1 2
1 2500455 1104430 928 06071 0000 0 24552 + 0 2501
2 2480493 2544+ 19 8012 5178 1808 100 23569 + 0 6035
3 2248407 231917 7130 2718 15 871 24479+ 01483
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Figura 5.4 Micrografia electratuca de musculo cardiaca de ata MUCLEO - AL Nucleo
normmal de miocardio no 1squémico mostrande  cromatina disparsa B Mueleo  de
miacardio 1squémica mostrandn cumulos de cromatina y margmanion de asta {fincha)
Magnificaciones A x 8256 y B. x 4738
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Los resultados del andlisis morfométrico (tabla 5.3) evidenciaron que el
ndmero de mitocondrias en 100 1* no muestra diferencias significativas entre los tres

lotes (P<0.05). Figura 5.6.

La relacién de volumen de fas mitocondrias (Vr MIT) no presentd
diferencia significativa entre el grupo con oclusién y sin farmaco (Grupo 2} y el grupo
con oclusion y fdmaco (Grupo 3) (P<0.05), perc ambos mostraron diferencia

significativa con el grupo sin oclusion (Grupo 1)(P<0.01). (Tabla $.3) (figura 5.7).

En el grupo 1, el 99% de las mitocondrias no presentaron dafos en su
estructura {grado de dafio O)(figura 5.5a), en el grupo 3 se encontraron 71.3% sin daio,
a diferencia del grupo 2 que solamente presentd un 30% sin dano. £l porcentaje de las
mitocondrias que presentaron hinchamiento, pérdida de densidad de la matiz y
separacidn de las crestas (grado de dano 1)(figura 5.5b) es de 0.71% en el grupo 1,
27.18% en of grupo 3 y de 51.78% en el grupo 2. En tanto qus el porcentaje de las
mitocondrias con lisis {grado de dafio 2)(figura 5.5¢) es de 18.08% para el gnipo 2, de
1.52% para el grupo 3 y el grupo 1 no presenta mitocodrias con este grado de dafio.
(Figura 5.8)

En ol grupo 2, se observé espirilizacidn y marginacién de la cromatina en

la totalidad de los nicleos analizados,mientras que el grupo 3 presemtd 87.1% de
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Figura 5.8 Ei grafico muestra = nimero de mitorondnias promedio en 1005° + su
desviacion estandar para cada grupo  observindose que no hay diterencia significativa
entre ellos (p<0.05).
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Figum 6.7 ElI grifico muestra la relacidn de volumen mitocondrial promedio + su
desviacién estindar , para cada grupo, observandose que paralos grupas 2 y 3 no hay
difefencia significativa ; pero ambos muestran diferencia significativa con respecto al
grupo 1 (p<0.05).
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Flgura 5.8 El grafico muestra el porcentaje da grade de dafio mitocondrial promedio
para cada grupo. Se observa que el gnipo 1 presenta mayor porcentaje de mitocondrias
<an estructura normal {(grado 0) , el grupo ¢ presenta mayor porcentaje de mitocondrias
con alteraciones en su estructura (grado 1), ademas de presentar el mayor porcentaje
de mitocondrias con lisis (grade 2) entre los tres grupa y en el grupe 3 1a mayoria de las
mitocendrias presenta una estructura normal.



ndcleos con espirilizacién y marginacion, a diferencia del sano, que no tiene nicleos

con las caracteristicas anteriores.(Tabla 5.3)

En cuanto a la longitud de los sarcdmeros, no se observé diferencia
significativa entre los grupos sin oclusién (2.4552p +0.2501); con oclusidn y sin farmaco
(2.356011+0.6635) y con oclusion y farmaco (2.4479140.1463). Con un nivel de
significancia menor a 0.05 (p<0.05). Cabe mencionar que para la medicién de la
fongitud de los sarcomerps Unicamente se tomaron en cuenta aquellos que se

encontraban relajados. (Figura 5.9).
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Figura 5.9 El grafico muestra la longitud pramedio de los sarcomeros + su dasviacién
esténdar, observéndose que no hay diferencia significativa entre ellos (p<0.05)
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6. DISCUSION



Los cambios morfolégicos que se producen como consecuencia de un
proceso isquémico no pueden ser directamenta evaluados en el hombre por lo que se
han disefiado modelos experimentales gque involucran el uso de diversas especies
anim_ales. Si bien fa extrapolacion de los resultades obtenidos a partir de otras especies
animales al hombre es discutible. Estos modelos, si permiten el control de variables
que en el hom‘bre serfan dificimente controlables como la edad, el estado de salud ,
Ias caracteristicas genéticas, etc. y ademds permmiten el usc de técnicas que no podrian

aplicarse en el hombre.

En este trabajo se utilizé el modelo propuesto por Sayla y calaboradores,
para la oclusién de la arteria coronaria descendente anterior izquierda, ésto’ provocd

alteraciones estructurales importantes en un periodo de 4 horas postociusién.

La metodologla empleada en esta estudio permitié 1a evaluacidn de los
efectos del propranolol sobre el tejido cardiaco obteniéndose resultados congruentes

con otros estudios y con los objetivos planteados al inicio de este trabajo.
Para evaluar los efectos del propranolol sobre el tejido cardiaco se

realizaron dos analisis, el primero a nivel de microscopla éptica y el segundo a nivel de

microscopia electrénica.
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El  miocardio sometide a un estado isquémico suffe alteraciones
metabdlicas como son : agotamiento de sus reservas energéticas, calda de la actividad
enzimatica del ciclo de Krebs, pérdida de potasio intracelular, aumento de 1a sintesis de
triglicéridos (Micheli;1971), por mencionar sélo algunos de los procesos que se ven
alterados por la isquemia , aunado a ésto, también se producen numerosos cambios
estructurales  entre los que podemos mencionar los siguientes: disminuclén en el
namero de nicleas, la presencia de células que mueshtian necrdsis coagulativa, pérdida
de estriaciones, areas con infiltracién de células inflamatorias, hemormagia y congestién
(Fishbein;1978). La Tincion Tricrémica de Masson empleada en este estudio mostré
dreas de células muertas camcterizadas por presentar necrésis coagulativa y éreas
de células sanas lo que es congruente con los reportes existentes en la literatura en
los que se manifiesta el hecho de que durante las primeras horas de iniciado el infarto
agudo en el hombre, la dindmica del proceso necrdtica afecta en varios grados a las
células miocérdicas dentro de la zona isquémica , desencadenando un infarto no
homogéneo (Edwards, 1969). Cox y col. sostienen que durante el perlodo inicial 1a
poblacién de células miocérdicas normales defiadas y necréticas coexiste en la misma
regién. (Cox et. al, 1968). A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se pudo
observar que los grupos control con oclusidn presentan zonas mas extensas con fibras
necréticas , ya que en éstas el dafio se extendis hasta el ventriculo derecho, mientras
que en las ratas con oclusién y tratamiento el daha no logra abarcar hasta el ventriculo

derecho con lo que se pone de manifiesto el efecto protector del famaco.
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Como caonsecuencia de las lesiones que causé la isquemia, provocada
por {a oclusién de la arteria coronaria se inica un proceso reparador que intenta
regenerar y reestablecer la masa muscular y la funcién respectivamente . En un
periodo de 4 horas posteriores a la oclusién, tnicamente fue posible observar el
comienzo de dicho proceso ya que éste es lents y puede extenderse hasta
aproximadamente la séptima semana  después de la oclusidn, para lograr una
cleatrizacién total del tejido dafiado . El proceso reparador es la respuesta del tejido
para recuperar las funciones e involucra : la hipertrofia de miocitos no afectados e

hipertrofia e hiperplasia de fibroblastos intersticiales y células endoteliales.

En el periodo de cuatro horas postoclusidn, utilizando 1a tincién Tricrémica
de Masson se observd una proliferacion de fibroblastos miucho més marcada en el
grupo control con oclusién a diferencia del grupo tratado, debiédose a fa menor

extension del tejido dafiado.

Una de las lesiones que se producen durante los primeros minutos de
isquemia es el fenémeno de ondulacion de las fibras musculares en la zona de! borde
del infarto, lo que algunos autores suponen es consecuencia de las contracciones
sistélicas de las fibras sanas que estAn situadas inmediatamente adyacentes a las
fibras muertas y que por o tanto han perdido su capacidad contréctil . Aunque las
observaciones realizadas en tgjido de rata sin oclusién nos muestran cierta ondulacion
de las fibras, en las ratas sujetas a oclusidn esta ondulacién se encuentra presente

pero de una manera més severa.

72



El proceso de necrdsis que se desencadena en el tejido daiado trae como
concecuencia una respuesta inflamatoria, que se caracteriza por una dilatacién de los
vasos sanguinecs, asi como un aumento en la permeabitidad vascular que permite 1a
extravasacion del plasma y por Ultimo provoca la diapédesis de células inflamatofias

cormo son fos linfocitos , fos monocitos y los polimorfonucleares (PMN).

El estudio publicado por Toledo-Pareyra (1991), reporta que en las
primeres horas de creada esta respuesta, se observan predominantements neutrdsfilos
que se adhieren al endotelio vascular , para migrar {uego hacia los sitios lesionados en
fases posteriores y después de que muchos neutrsfilos han sido destruidos, predominan
los monocitos y los macréfagos, la presencia de ‘estas células en los sitios de
inflamacién representsn un factor critico en Ia patogenia del infarto miocArdico. En
general estas alteraciones fueron mas severas en el grupo control con oclusion, en

comparacion con el grupo tratado en donde ta evidencia de necrosis es menor.

A partir de los resuitedos obtenidos en el estudio a nivel da microscopla
electrénica se pueden inferir algunos aspectos relacionados con el efecto que ejerce el

propranolol sobre las estructuras cetulares.

Los resultados oh!er'\idos a partir del gmpo control con oclusién, ponen de

manifiesto que uno de los organelos que reciente en mayor medida el efecto que
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produce la felta de oxigeno es la mitocondria, ya que 'un gran porcentaje de
mitocondrias  (18.08%) presentd cambios estructurales muy marcados que incluso
Hegan a ia lisis mitocandrial. Por ofra parte, el grupo que recibié ef térmaco presents una
marcada disminucion en el porcentaje {1.53%) de mitocondrias dahadas, Ef mecanismo
por el que el propmnolél proteje la estructura mitocondrial es desconocido. Tal vez
pueda estar relacionado con la capacidad del fannaco para reducir la demanda de
oxigeno. Eate posible mecanismo se apoya en el hacho de que si las necesidades de
oxigeno de las células miocandicas se ven reducidas durante fa isquemia por el efecto
del férmaco, ta mitocondria (el mayor Proveedor de ATP para la célula), puede exhibir
anomalidades morfoldgicas menos severas.{Kloner et al 1977). En un estudio realizado
por Obeld y colmboradores en 1978 encuentra que el propranolol praseva ias reservas
de ATP en el miocardio isquémico io que apoya la idea de que la conservacion
mitocondrial es posibie. Por otra parte, se fia demostrado que el propranolol disminuye
ia actividad mitocondrial in vitro por medio de la inhibicidn de !a forma reducida de la
nicatin adenin dinucleotido (NADH) (Sekurada et al, 1972), sunque no se ha establecido
sf ef efecto de preservacin de la estuctura mitocondrial obedece a este mecanismo en
particular.

Otro de los aspectos que se evalus en la estruchura mitocondrial fue la
relacion de volumen, es decir, ! volumen que ocupa la mitocondria con respecto al
resto de la célula como una medida del hinchamiento que sufre la mitocondria en
respuesta al proceso isquémico. El Hinchamiento mitocondrial es reportado por algunos

autores como la respuesta inicial al dano isquémico ya que ocurre durants los primeres -
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minutos de iniciado el proceso (Spinale y col 1989) (Greve y col 1990).Los resultados
obtenidos en este trabajo muestran un hinchamiento mitocondrial severo tanto en el
grupo con oclusién como en el grupo al que se ie administrd el fArmaco. Es posible
suponer que el fairmaco no posee un efecto muy marcado sobre este parémetro en

particular.

Finaimente, se evalud el nimero de mitocondrias en 100p* no
observandose cambios significativos en los tres lotes. Lo que suponemos'se puede
deber a que en este periodo de iempo, los cambios en el numerc de mitocondrias no
son evidentes. Desafortunadaments, en la bibliografia no se encuentran datos que
pemmitan considerar esta suposicidn y los alcances de este trabajo no permiten

comprobar lo antes mencionado,

La gran mayoria de las miofibrillas observadas se encuentran en un
estado de relajacién uniforme lo que cormobora las observaciones hechas por Greve y
col. en 1990 Existen diversas teorias que tratan de explicar esta respuesta al dafio
isquémico . Una de ellas, propuestas sostiene que la reduccion en la contractilidad se
debe a la disminucidn de los componentes fosfato de alta energlia presente en la célula.
La segunda se basa en que la isquémia reduce la liberacién de calcio del reticuto
sarcoplasmico interfiriends de esta manera en la interaccién entre el calcio y las
protelnas contractiles necesarias para que ocurra la contraccién (Chesnias y col. 1975).

La tercera teoria sostiene que la reduccidn en la contractilidad, secundaria a la isquemia
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es provocada por altekaéiones estructurales en las proteinas contréctiles, ninguna de las

tearias antes mencionadas ha sido aceptada del todo.

Cabe sefalar, que en algunas muestras se observan zonas con signos de
contractura isquémica en log mérgenes de la zona isquémica. El hallazgo de algunas
miofibrillas hipercontraidas (con longitud menor a 1.5p)({(Vander y co!,1986) en los
casos de oclusién permanente, sugiere la presencia de un leve reflujo como resultado
de la circulacion colateral. (Fishbein, 1978).0tra explicacién altemativa a este fendmeno
sostiene que la hipercontractura ocurre en areas en las cuales se ha disminuldo pero
no se ha eliminado el flujo colateral, el cual persiste después de la oclusién coronaria .
(Bouchardy 1984).

Ofro hallazgo que es importante comentar aunque es dificil de evaluar
cuantitativamente con los medios disponibles, es la presencia ds edema intermiofibrilar
en los grupos sujetos a una oclusién, ésto se debe principaimente al cambio en la
oxidacién de los Acidos grasos hacia la glicolisis porque todos los pasos en el uso de
lipidos especiaimente los de la beta-oxidacidn se encuentran deprimidos (Liedtke y cot
1984, 1988). Como la glicdlisis es incapaz de cumplir con las demandas de fosfatos de
alta energia  ( Braasch y col 1968, Reimer y col, 1983) y un nimero de cambios
metabdlicos y iénicos conducen a incrementar la osmolaridad intracelular, fo que explica
el edema celular (Wood y col. 1977; Kishimoto y col.1983; Steenbergen y col. 1987;
Jennings y col. 1985 ). Dependierido de la presién ogméﬁca dentro da varios organelos

¢l hinchamiento puede ocurrir en diferentes grados.
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Otra evidencia de daiio celular severo es la espirilizacion y marginacion de
la cromatina (Spinala, 1989), los resultados obtenidos en este estudio mostraron un
100% de nucleos que presentan esta caracterlstica dentro del grupo con oclusion
pudiendo cbservarse el efacto bendfico del fiMmaco sobre ests parémetro ya que el
porcentaje de nicleos que presentaban espinitizacion y marginacién de la cromatina fue

tan solo del 87% para este grupo.

La membrana celular es otra de las estructuras celulares que se ven
afectados por el proceso isquémico. Desafortunadamente, la interpretacidn del dafio
sarcolémico como producto de! proceso isquémico puede verse sujeto a confusiones ya
que se ha observado que el glutaraldehido utilizado como fijador en el proceso de
microscopia electrénica puede afectar la membrana sarcoldmica ya que extrae los
componentes lipfdicos de esta, especiaimente cuando el contenido de iones divalentes
es bajo. (Greve y col. 1990). Algunas muestras de animales sin oclusién presentaron
ligeros focos de saiteraciones en la membrana por lo que en este trabajo se prefirié no

considerar este pardmetro ya que se podria prestar a interpretaciones errneas.
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7. CONCLUSION



-

CONCLUSIONES

. El modelo de infarto por ligadura coronaria experimental nos permitié provocar dafio

isquémico a las 4 horas postociusién,

. Lés técnicas de microscopla dptica y electrénica pemitieron alcanzar el objetivo

geneial da este proyecto, que fue evaluar el efecto del Propranciol sobre 1os cambios

morfolégicos provocados por €l daito isquémico.

El estudio a nivel estructural permitié localizar la zona de infarto, su extension y los
cambios que ocurren en esta asi como la capacidad del propranolol para prevenir la

extension del tejido lesionado.

A nivel ultraestructural se determiné que ta mitocondria es el organelo que presenta
mayor evidencia de dafic en un periodo de 4 horas postoclusién de la arteria

coronaria descendents anterior izquierda.

6. La conservacién de la estructura mitocondrial puede ser un factor que evita el dafio

irreversible en la célula miocdrdica.
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6. Se confimé que el propranolol tiene un  efecto protector sobre el corazén ya que
previene la axtensién del tejido lesionado ademés ds la conservacion de la estructura
mitocondrial.
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